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OZET

ANADOLU MANDALARINDA SUT VERIMI UZERINE STAT5A GENINDEKI
SNP'LERIN ETKIiSININ ARASTIRILMASI

STATS5A genleri meme bezi gelisimi, siit proteini sentezi, meme glandiiler hiicre
proliferasyonu ve siit-protein gen ekspresyonunun diizenlenmesi, PRL ve GH
sinyallerine atmekde, dollenme ve embriyonik gelisim siireglerinde Onemli rol
oynamaktadir. Meme bezi olusumunda ve laktasyonda Onemli rollere sahip olan
STATSA geni Ozellikle siit iireten hayvanlarda arastirllmaya aday genler arasinda
bulunmaktadir. Bu c¢aligmada Afyonkarahisar bolgesinde bulunan 192 adet Anadolu
mandasindan kil ornekleri alinmis ve DNA Dizi Analizi islemi uygulanmistir. Elde
edilen bulgulara siit verimleri eklenerek polimorfik bolgelerle siit verimi arasindaki

iligki tespit edilmeye ¢aligilmistir.

Arastirmada STATS5A geninin 6-9. ekzonlar1 arasindaki 1720 bp uzunlugundaki alan
incelenmistir. DNA Dizi Analizi sonucunda 7. intronda 5, 8. intronda 7 ve 8. ekzonda 1
adet olmak tizere toplamda 13 adet polimorfizm tespit edilmistir. Diizeltilmis siit verim
ortalamalar1 eklenerek Minitab istatistik programi yardimiyla iliskilendirme analizi
yapilmis ve 8. ekzonda yer alan SNP12237 C>T polimorfizminin siit verimiyle arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugu saptanmistir. Belirlenen SNP’lerde genotip
frekansi, toplam allel sayisi, allel frekanslart ve heterozigotluk degerleri R dili
kullanilarak  gelistirilmis  Genetics paketi ile hesaplanmistir. Haplogruplarin
olusturulmasinda Haploview programi kullanilmigtir. Sonug olarak, SNP12237" nin
manda 1slah ¢alismalarinda siit verimini artirmak amaciyla kullanilabilecegi kanaatine
varilmis olup, mandalarin islah1 igin STAT5A geninin daha kapsamli arastirilmasinda

fayda vardir.

Anahtar Kelimeler: Anadolu Mandasi, STATS5A, Siit Verimi



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SNPS IN STATS5A GENE ON MILK
PRODUCTION IN ANATOLIAN BUFFALOES

STATS5 genes play an important role in mammary gland development, milk protein
synthesis, mammary glandular cell proliferation and regulation of milk-protein gene
expression, mediating PRL and GH signals, fertilization and embryonic development.
The STATS5A gene, which has important roles in mammary gland formation and
lactation, is among the candidate genes to be investigated, especially in milk-producing
animals. In this study, hairs samples were taken from 192 Anatolian buffaloes in
Afyonkarahisar region and DNA Sequence Analysis process was applied. By adding
milk yields to the findings obtained, the relationship between polymorphic regions and

milk yield was tried to be determined.

In the study, the 1720 bp long area between the 6-9 exons of the STAT5A gene was
examined. As a result of DNA Sequence Analysis, a total of 13 polymorphisms were
detected, 5 in the 7" intron, 7 in the 8" intron and 1 in the 8" exon. Correlation analysis
was performed with the help of Minitab statistical program by adding corrected milk
yield averages and it was determined that there is a statistically significant relationship
between SNP12237 C>T polymorphism in the 8" exon and milk yield. Genotype
frequency, total number of alleles, allele frequencies and heterozygosity values of the
determined SNPs were calculated with the Genetics package developed using the R
language. Haploview program was used to create haplogroups. As a result, it has been
concluded that SNP12237 can be used in buffalo breeding studies to increase milk
yield, and it would be beneficial to investigate the STATS5A gene more

comprehensively for breeding buffaloes.

Keywords: Anatolian buffalo, STAT5A, Milk Yield



ONSOZ

Beslenme tiim canlilar i¢in vazge¢ilmez bir eylemdir. Yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in
her canli besin maddesine ihtiya¢ duyar. Insanlar gegmis yillardan beri bitkisel ve
hayvansal gidalar1 beslenme i¢in kullanmiglardir. Ancak giiniimiizde kiiresel iklim
degisikligi gibi pek cok nedenden dolay1 6zellikle bitkisel gidalarda {iretim miktar1 ve
cesitliligi giderek azalmaktadir. Bu durum hayvansal gidalarin 6nemini arttirmistir.
Hayvansal gidalarin basinda et, siit, peynir, yogurt ve yumurta gelmektedir. Manda zor
kosullara uyum saglayan bir hayvan olmasindan dolayr hayvansal gida ihtiyacini
karsilamak i¢in kullanilabilecek en iyi adaylar arasinda bulunmaktadir. Bu nedenle,
mandalarda verimi artirmaya yonelik yapilan benzeri c¢aligmalara ihtiyag vardir. Bu
calisma, Anadolu mandalarinda STATSA genindeki polimorfizmler ile siit verimi

arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla yapilmistir.

Bu c¢alismanin planlama siirecinde bana gerekli tiim destegi veren ve yol gosteren,
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boyunca sahip oldugu bilgileri benimle paylasan ve degerli zamanlarin1 ayiran degerli
hocalarim Prof. Dr. Cevdet UGUZ ve Prof. Dr. Mine DOSAY AKBULUT' a, Dr. Ogr.
Uyesi Omer Faruk LENGER' e, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii
tarafindan desteklenen “Mandalarin Halk Elinde Islahi Projesi” kapsaminda toplanan
ornekleri kullanmama yardimei olan degerli hocam Prof. Dr. Mustafa TEKERLI’ ye ve
TAGEM'e (Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidirliigii) en icgten
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢alismamda bana her tiirlii yardimi gosteren Samet
CINKAYA, Zeynep Nur CINKAYA, Ars. Gér. Mustafa DEMIRTAS, Ars. Gor. Eda
KARABOCEK DEMIRTAS' a tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Manda, uzun yillardir insanlar tarafindan kullanilan 6nemli hayvan tiirlerinden biri
olmustur. Ozellikle zor sartlara uyum saglayabildigi i¢in 6zellikle Asya kitasinda manda
yetistiriciligi yapilmaktadir. Artan diinya niifusu ile birlikte, hayvansal {iriin tiiketimi de
artis gostermis, ilkeler de bu talebi karsilamak amaciyla hayvansal iiretime verilen
onemi ve yatinmlar1 artirmaya baslamistir. Ozellikle hayvanlar iizerinde yapilacak

genetik temelli verim ¢alismalari, bu alanda atilacak adimlar igin yol gosterici olacaktir.

1. 1. Manda

Manda, Bovidae ailesine ait Bubalus bubalis tiirii igerisinde yer almaktadir. Manda
yabani bir tiir olmasmna ragmen yaklastk 5000 yil once evcillestirilmis oldugu
distintilmektedir (Sari6zkan, 2011; El-Debaky vd., 2019). Yabani ve evcil formlardan
koken almis olan mandanin 72 ayri irki oldugu tahmin edilmektedir (Atasever ve
Erdem, 2008). Mandanin bilimsel olarak smiflandirilmast Cizelge 1. 1' de

gosterilmektedir.

Cizelge 1.1: Mandanin bilimsel siniflandirilmasi (Toparslan ve Mercan, 2018)

Taksonomik Grup Bilimsel Ad1 Tiirkcesi

Alem Animalia Hayvanlar

Sube Chordata Kordalilar

Sif Mammalia Memeliler
Takim Artiodactyla (Cift Toynaklilar) Cift Toynaklilar
Familya Bovidae Boynuzlugiller
Alt Familya Bovinae (Sigirlar) Sigirlar

Cins Bubalus Antiloplar

Tiir B. bubalis Mandalar




Mandalarn, siit, et, boynuz ve deri gibi iriinleri 6nemli bir gelir kaynag: oldugu i¢in
gelismekte olan {ilkelerin hayvancilikla ilgili ekonomilerinde ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Uzak Dogu'nun celtik tarlalarinda diger yiik hayvanlarina gore daha
avantajli konumda bulunmaktadirlar. Mandalar ayrica ulasimda da, okiizden ¢ok daha
biiyiik yiikleri tasiyabilmektedirler. Daha diisiik kaliteli ve daha az sindirilebilir
yemlerle beslenebilmekte ve farkli otlatma segenekleri ile de kullanilabilmektedirler. Bu
durum yerel olarak mevcut kaba yemlerle bakimlarimi kolaylastirmaktadir. Ayrica
yaygin sigir hastaliklarina kars1 direng gostermekte, siit ve et {irtinlerinin kaliteli olmasi
bakimindan da sigirlara gére daha avantajli yonleri bulunmaktadirlar (EI-Debaky vd.,
2019).

Manda 1rklar1 morfolojik ve davranigsal kriterlere gore Bataklik mandalar1 ve Nehir
mandalar1 olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Bu iki alt tiiriin farklilagmasinin,
evcillestirmeden ¢ok 6nce (10.000 ila 1.7 milyon yil) meydana geldigi diigiiniilmektedir.
Nehir mandalar siklikla et ve siit liretimi i¢in, bataklik mandalar1 ise daha ¢ok yiik
hayvani olarak kullanilmaktadir. Mandalara ait genel gruplandirma Sekil 1.1 'de
gosterilmektedir (Atasever ve Erdem, 2008; El-Debaky vd., 2019).

MANDA
Afrika yabam Asya mandas1
mandasi
Yabani manda Eveil
+ manda
Hindistan Yabani m. Anoa m. Tamaroa

v v

Nehir mandas: Bataklik mandas1

Sekil 1.1: Mandalara ait genel gruplandirma (Atasever ve Erdem, 2008)



Evcil Asya mandasi (Bubalus bubalis) popiilasyonu, yaklagik 202 milyon olan
sayilariyla bes kitanin hepsinde bulunmaktadir. En az 67 iilkede ¢eki giicii, siit ve/veya
et saglayan 6nemli bir hayvansal kaynak olarak goériilmekte ve pek ¢ok insan gegimini
diger evcil hayvanlardan c¢ok bu tiirden saglamaktadir. Asya mandalar1 1941 yilinda
Bataklik ve Nehir mandasi olmak iizere ikiye ayrilmistir (Zhang vd., 2020).

Bataklik mandasi, Hint yarimadasinin bat1 bolgesinde evcillestirildikten sonra (yaklasik
6300 y1l once), Giineydogu Asya ve Cin'den Yangtze Nehri vadisine kadar dagilim
gostermektedir. Molekiiler ve morfolojik bulgular, bataklik manda popiilasyonlarinin
genetik olarak farklilasmakla birlikte fenotipik olarak benzer yapida olduklarin
gostermektedir (Zhang vd., 2020).

Nehir mandasi, Hindistan yarim adasinda evcillestirildikten sonra Misir, Balkanlar ve
Italya'ya kadar dagilim gostermektedir. Molekiiler ve morfolojik bulgular, nehir manda
popiilasyonlarinin daha zayif bir filocografik yapiya sahip oldugunu gostermekle
birlikte daha yiiksek fenotipik gesitlilik goriilmektedir (Zhang vd., 2020). Nehir ve
bataklik mandasimnin tahmin edilen go¢ yollarini gosteren harita Resim 1.1' de

verilmistir.

Resim 1. 1: Nehir ve bataklik mandasinin tahmin edilen go¢ yollarin1 gosteren harita (Zhang
vd., 2020)



Iki tiir, morfolojik ve kromozom sayisi bakimindan farklilik gostermektedir. Nehir
mandalar1 50 kromozoma sahipken, bataklik mandalari 48 kromozom tasimaktadir.
Ayrica yapilan caligmalar iki tiirtin genetik olarak da farkli oldugunu kanitlamaktadir
(Mintoo vd., 2019; Zhang vd., 2020). Bataklik ve nehir manda popiilasyonlari
arasindaki ve icindeki alellik degiskenliklerine bakildiginda, 6nemli popiilasyon i¢i ve
popiilasyonlar arasi farkliliklar gosterdigi bildirilmistir. Bu iki alt tiir arasindaki
morfolojik ve genetik farkliliklar her iki alt tiirtin de farkli bolgelerde evcillestirildigini
gostermektedir. Farkli nehir manda gen havuzlarina bakildiginda bu farkliligin ¢oklu

go¢ dalgalarindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (EI-Debaky vd., 2019).

Akdeniz mandasi, diinya nehir mandas1 popiilasyonunun yaklagik %3" iinii temsil
etmektedir. italya, Bulgaristan, Romanya, Yunanistan, Tiirkiye, Misir, iran, Irak ve
Suriye'de bulunan mandalar arasinda fenotipik olarak benzerlik bulunmaktadir (Zhang
vd., 2020).

1.1. 1. Mandalarin Verim Ozellikleri

Diinyanin bir¢ok yerinde, 6zellikle Glineydogu Asya iilkelerinde, manda ¢iftlik giliciiniin
% 20-30' unu saglamakta ve manda diskisi, yiiksek niifuslu bir¢ok iilkede giibre ve yakit
olarak kullanilmaktadir (Ermetin, 2017; Mintoo vd., 2019).

Bataklik mandasi, siklikla ciftcilik ve nakliye i¢in gii¢ saglayan yiik hayvanlart olarak
kullanilirken, nehir mandasi daha ¢ok siit iiretimi igin yetistirilmektedir. Nehir
mandalari, genellikle diisiik kaliteli yemle beslenmelerine ragmen yiiksek kaliteli siit ve
et saglayabilmektedirler. Inek siitiiyle karsilastirildiginda, manda siitiiniin, daha diisiik
kolesterol, sodyum ve potasyum igerigine sahip oldugu,buna karsilik kalsiyum, fosfor
ve vitaminler, 6zellikle beta-karoten pigmentinin doniistiiriilmesinden kaynaklanan E ve
A vitaminleri bakimindan daha zengin oldugu bildirilmektedir (Ermetin, 2017; Zhang
vd., 2020). Manda siitliniin igeriginin diger hayvan tiirii siitleriyle karsilastirilmasi

Cizelge 1. 2' de gosterilmektedir.



Cizelge 1. 2: Farkli hayvan tiirlerindeki siit igerikleri (%) (Atasever ve Erdem, 2008)

Tiir Su rr}f; dréje Protein Yag Laktoz I\Icligggil
Manda 82,0 17,7 4,15 7,85 4,8 0,77
inek 87,5 12,4 3,4 3,65 4,65 0,75
Koyun 82,9 17,2 54 6,25 4,55 0,88
Keci 87,1 13,0 3,7 41 4,45 0,8

Kiiresel olarak, insanlar tarafindan tiiketilen siitin % 16,9'u si8ir disindaki hayvan
tiirlerinden elde edilmektedir ve mandalar, siit ineklerinden sonra diinyanin ikinci biiyiik
siit elde edilen tiiriidiir (Cinar vd., 2019; Oz vd., 2021). Tiirkiye, 2014 yilinda 54.803
ton ile en biiyiikk manda siitli iireticileri arasinda onuncu sirada yer almaktadir. Manda
stitiinden Ttiretilen Mozzarella peyniri, lor, yogurt, manda kaymagi ve dondurma gibi
triinler, manda siitlindeki yiiksek protein, yag, laktoz, mineral ve vitamin
konsantrasyonlar1 nedeniyle giderek daha popiiler hale gelmektedir (Agyar vd., 2020;
Erdogan vd., 2021). Manda siitiinden {iretilen bir diger iirlin Manda yogurdu, Dogu
Avrupa ve Tirkiye' de yaygin olarak tiikketilmektedir (Zhang vd., 2020).

Manda eti iiretimi de bir¢ok iilkede yaygin olmakta ve sigir etiyle karsilastirildiginda
kismen daha diisiik kolesterol igerigi (yaklasik 2/3) nedeniyle italya’da tercih
edilmektedir (Degirmencioglu, 2018; Zhang vd., 2020). Diinyadaki toplam et iiretiminin
yaklagik % 5,86' st mandalardan karsilanmaktadir (Turan vd., 2021).

Yapilan aragtirmalar, manda etinin sigir etinden % 40 daha az kolesterol, % 12 daha az
yag, % 55 daha az kalori ve %11 daha fazla protein ve mineral i¢erdigini gostermektedir
(Cizelge 1. 3). Bu nedenle, manda etinin kalp ve dolagim sistemi hastaliklari olan kisiler
icin 1y1 bir kirmizi et se¢imi oldugu bildirilmektedir (Degirmencioglu, 2018; Soysal vd.,
2018). Tirkiye'de, Anadolu mandasinin eti, sucuk, Sosis ve pastirma yapiminda
kullanilmaktadir (Turan vd., 2021).



Manda derisinin kalin olmasi nedeniyle deri sanayinde ayri bir yeri ve Onemi
bulunmaktadir. Ozellikle, kalin deri gerektiren ayakkabi, kosele, tasma, yular, ¢anta

gibi 6zel tasarimlarda manda derisi kullanilmaktadir (Sari6zkan, 2011).

Cizelge 1. 3: Manda ve si1g1r etinin igerikleri (100 gr) (Atasever ve Erdem, 2008)

Bilesen Manda Sigir

Kalori (kcal) 131,0 289,0
Protein (gr) 26,8 24,0
Yag (gr) 18 21,0
Kolesterol (gr) 61,0 90,0
Mineral (mg) 641,8 584,0
Vitamin (mg) 21,0 18,5

1. 1. 2. Diinyada ve Tiirkiye'de Manda Yetistiriciligi

Diinya capinda daha yaygin olan nehir mandasi (Bubalus bubalis), Giiney Asya,
Balkanlar, Tiirkiye, Misir, Italya ve Avustralya'da baskin alt tiir iken, bataklik mandasi
(Bubalus carabanesis) giineydogu Cin’de bulunmaktadir. Diinya genelinde manda
popiilasyonu yaklagik 202 milyon bas olarak bilinmektedir. Bu oranin % 81,5' lik
kismini nehir mandasi ve % 18,5" lik boliimiinii ise bataklik mandas1 olusturmaktadir.
Bu saymin % 97' si Asya, % 2' si Afrika, 6zellikle Misir' da, % 1' i ise Gliney Amerika,
Avustralya ve Avrupa'da yetistirilmektedir. En fazla mandaya sahip iilkeler arasinda ilk
siralarda Hindistan, Pakistan, Cin, Misir ve Nepal gelmektedir (Kaplan vd., 2018; El-
Debaky vd., 2019; Zhang vd., 2020). Mandalar ilk olarak Asya'da evcillestirilmistir,
ancak giliniimiizde siitleri i¢in diinya ¢apinda yaygin olarak yetistiriciligi yapilmaktadir
(Oz vd., 2021).

Tiirkiye' de mandamin varhg M.O. 3000 yillarina dayanmaktadir. Tiirkiye' deki tek

manda 1rk1 olan Anadolu mandasimin 50 kromozoma sahip oldugu ve nehir mandalari



grubunun Akdeniz tipi olarak siniflandirildigi, siyah veya gri renkte ve seyrek tiiy
ortiisii ile kapl oldugu bildirilmektedir (Celikeloglu vd., 2019; Cinar vd., 2019; Kogak
vd., 2019). Anadolu mandasinin yaklasik 1500 yillik bir siiregte Anadolu ve Trakya
kosullarina 1yi uyum sagladigi ve bu bolgeye 6zgii 6zellikler gelistirdigi goriilmektedir.
Sigirlardan daha az ter bezlerine sahip olduklarindan, bir golet veya benzeri su
birikintisi ya da dus sistemi ile serinletilmesi gerekmektedir (Ermetin, 2017; Kocaman
ve Kurg, 2020).

Resim 1. 2: Anadolu Mandas1 (Celikeloglu vd., 2019)

Tiirkiye'de 6nemli bir genetik ve kiiltiirel kaynak olarak kabul edilen Anadolu mandalar
birgok bolgede yetistirilmektedir. Bu bolgeler arasinda Kuzey Anadolu kiyilarinda
Samsun ve Sinop, Orta ve I¢ Kuzey Anadolu'da Corum, Amasya ve Tokat, i¢ Bati
Anadolu'da Afyon ve Kiitahya, Marmara bdlgesinde Istanbul ve Balikesir, Dogu
Anadolu'da Sivas ve Mus, Gilineydogu Anadolu'da Diyarbakir yer almaktadir (Yilmaz
vd., 2017; Soysal vd., 2018; Karli vd., 2021). Tirkiye'de en yiiksek manda sayisina ait

ilk 10 il Cizelge 1. 4' de gosterilmektedir.



Cizelge 1. 4. Tiirkiye'deki en yiiksek manda sayisina ait ilk 10 il (Int. Kyn. 2)

Bolge Ad1 Manda (Bas)

Samsun 23633
Diyarbakir 15914
Istanbul 15598
Tokat 10846
Bitlis 10123

Mus 7591
Kayseri 7528
Afyonkarahisar 7137
Balikesir 5475
Sivas 5363

Manda poplilasyonunun Tiirkiye'deki bolgesel dagilimina bakildiginda, geleneksel
manda yetistiriciligi yapilan bir¢ok ilin bulundugu Karadeniz Bolgesi, % 37,2'lik payla
(43.846 bas) listenin basinda gelmektedir. Karadeniz bolgesini %17'lik pay ile Marmara
bolgesi izlemektedir. Uglincii sirada %15,5 ile Dogu Anadolu Bolgesi yer alirken, onu
%12 pay ile I¢ Anadolu Bolgesi takip etmektedir. Geriye kalan bolgelerin paylar
%10'un altindadir ve 6zellikle Akdeniz Bolgesi'ndeki manda popiilasyonu oldukg¢a az
miktarda bulunmaktadir (Ermetin, 2017). 2013 yili Tirkiye manda varliginin cografi
bolgelere gore dagilimi Sekil 1. 2' de gosterilmektedir.

Tiirkiye'de manda yetistiriciligi daha ¢ok siit ve et iiretimi amaciyla yapilmaktadir.
Ayrica, bircok bulasic1 hastaliga karst direngli olmasi, diisiik yetistirme maliyeti ve
diisiik gelirli yetistiriciler i¢in uygun bir hayvan olmasi nedeniyle de tercih edilmektedir
(Soysal vd., 2018). Tiirkiye'de Haziran 2022 tarihi itibariyle 182717 bas manda
bulunmakta ve bu hayvanlar Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde siit, et ve ¢eki giicli gibi
farkli amaclarla yetistirilmektedir. Bununla birlikte, 1970 ve 2008 yillar1 arasinda
Anadolu  mandalarinin  popiilasyon  bilylikliiglinlin =~ 6nemli  6l¢iide  azaldig

bildirilmektedir (Yilmaz vd., 2017; Kul vd., 2018).
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Sekil 1. 2: 2013 y1li Tiirkiye manda varliginin cografi bolgelere gore dagilimi (Sahin, 2015)

Bu diisiisiin 2010 yilinda, Tarim ve Orman Bakanligi, TAGEM tarafindan yiiriitiilen
"Anadolu Mandasinin Halk Elinde Islah1" Projesi ile tersine cevrilerek arttirilmaya
calisildigi goriilmektedir (Kogak vd., 2019; Agyar vd., 2020; Oz vd., 2021). Bu projenin
baslamasiyla 2011 — 2017 yillar1 arasinda manda sayisinin % 60 artarak 161 bin basa
ciktig1 bildirilmektedir. Modern hayvancilik ve iireme tekniklerindeki geligsmeler ile
manda 1slah c¢alismalarinin, mandalarin siit veriminde Onemli bir artis sagladigi
goriilmektedir (Karli vd., 2018; Kaplan vd., 2018). Islah uygulamalarinda genetik
cesitlilikten yararlanilmaktadir (Tekerli vd., 2016). Ancak Anadolu Mandalarinda siit
verimi, bilyiime ve gelisme ile ilgili genler arasindaki iliskiyi belirlemeye yonelik ¢ok
az sayida aragtirma bulunmaktadir (Alydriik ve Erdogan, 2018). Tiirkiye'de Aralik 2021
— Haziran 2022 arasindaki hayvan sayilari ve degisim oranlari Cizelge 1. 5' de

gosterilmektedir.

Cizelge 1. 5: Tiirkiye'deki 2021-2022 yillarina ait hayvan sayilari ve degisim oranlar1 (Int. Kyn.
2)

Aralik 2021 (Bag)  Haziran 2022 (Bas) Degisim (%0)

Biiyiikbas 18.036.117 17.875.672 -0,9
Sigir 17.850.543 17.692.955 -0,9
Manda 185.574 182.717 -1,5
Kiiciikbas 57.519.204 58.447.555 1,6
Koyun 45.177.690 45.122.627 2,1
Kegi 12.341.514 12.324.928 -0,1




1.2. STATS5A Geni

1.2.1. STAT Gen Ailesi

STAT (Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii), ¢cekirdek i¢indeki DNA baglanma
alanlar1 araciligiyla spesifik DNA motiflerini taniyarak ve bunlara baglanarak gen
ekspresyonunu  diizenleyebilen  hiicre i¢i  transkripsiyon faktorleri  olarak

tanimlanmaktadir (Li vd., 2018).

JAK-STAT sinyal yolu, hiicre dis1 sinyalleri c¢ekirdege iletmekte ve apoptoz,
farklilasma, proliferasyon ve immiinolojik yanitlar dahil olmak iizere gesitli hiicresel
aktiviteleri diizenlemektedir (Able vd., 2017; Silveira vd., 2019). Bu yol, reseptorle
iligkili Janus kinazlar (JAK), STAT' lar, bir sitokin veya hormon reseptoriinden
olugmaktadir. JAK' lar, biiyiime faktorlerini, hormonlari, interferonlari ve cesitli
sitokinleri igeren ligandlarin kendi spesifik reseptorlerine baglanmasiyla aktive edilen
bir tirozin kinaz ailesidir. Memelilerde JAK1, JAK2, JAK3 ve Tirozin kinaz 2 (TYK2)
olmak iizere dort adet JAK bulunmaktadir. STAT' lar JAK' lar tarafindan tirozin
fosforilasyonu yoluyla aktive edilmekte, aktive edilmis STAT' lar dimerizasyona
ugrayarak hedef genlerin transkripsiyonunu diizenlemek i¢in DNA'nin spesifik
promoter bolgelerine baglanmakta ve gen transkripsiyon diizeylerini etkileyebilmektedir

(Able vd., 2017; Khan vd., 2020). JAK/STAT yolu Sekil 1.3' de gosterilmektedir.

Coax

Cytoplasm

Sekil 1.3: JAK/STAT yolu (Able vd., 2017)
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JAK-STAT sinyal yolu, zardan g¢ekirdege iletisimde ve gen ekspresyonunun
kontroliinde yardimei olan 6nemli bir hiicre i¢i yol olarak tanimlanmaktadir. 50'den
fazla sitokin ve biiyiime faktorii bu yolu kullanmakta ve boylece bagisiklik ile hiicresel
¢ogalmaya yardimci olmaktadir. Calismalar, JAK-STAT yolu ile ilgili genlerdeki tek
niikleotid polimorfizminin farkli tiirlerde ¢esitli bagisiklik bozukluklarina ve
malignitelere yol actigini ortaya koymaktadir (Ali vd., 2020). JAK-STAT sinyal yolu,
memelilerde laktasyon ve {liremede anahtar rol oynayan prolaktin (PRL) hormonu
tarafindan da kullanilmaktadir (Ali vd., 2020). Meme bezi gelisiminde kritik bir role
sahip olmasinin yani sira, herhangi bir anormal diizenleme, JAK-STAT yolunun normal
islevini bozabilmekte, bu da meme bezi gelisiminin bozulmasina ve meme

enfeksiyonlarina maruz kalmasina neden olabilmektedir (Khan vd., 2020).

Memelilerde kesfedilen yedi STAT proteini bulunmaktadir. Bunlar STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STATSA, STAT5B ve STAT6 olarak adlandirilmaktadir (Able vd.,
2017; Abousoliman vd., 2020). STAT proteinlerinde bir N-terminal alan1 (ND), bir
sarmal bobin (CC) alani, bir DNA baglama alan1 (DBD), bir sarmal baglayici (LK), bir
Src homoloji 2 (SH2) alan1 ve C terminal bdlgesinde bulunan bir transaktivasyon alani
(TAD) bulunmaktadir. STAT proteinlerinin hormon / sitokin reseptoriine baglanmasi
icin SH2 alan1 kullanilmaktadir (Able vd., 2017; Li vd., 2018). Bazal kosullar altinda,
inaktif STAT'lar sitozolde bulunmaktadir. Aktive JAK / reseptor kompleksine dahil
edildikten ve SH2 alani i¢inde JAK'lar tarafindan tirozinle fosforile edildikten sonra,
dimerler ve / veya tetramerler olusturmakta, ¢ekirdege dogru yer degistirmekte ve
genlerin promoter bolgeleriyle birlesmektedirler (Able vd., 2017). Her bir STAT
proteininin spesifik bolgelere baglanma afinitesi degigsmekte ve STAT'larin gen
promoterleri ile etkilesimi, hedef genlerinin ekspresyonunu inhibe edebilmekte veya
artirabilmektedir (Able vd., 2017). Manda (Bubalus bubalis) STAT1 ve STAT4 geni 2.
kromozom iizerinde, STAT3, STATSA ve STATSB genleri 3. kromozom iizerinde,
STAT2 ve STAT6 4. kromozom iizerinde bulunmaktadir (Int. Kyn. 1).

Bir ev faresinde Kromozom 11'de bulunan STATS'in yapisal alanlari ve

fosforilasyon bolgeleri Sekil 1. 4' de gosterilmektedir. STATS aktivasyonu igin SH2
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alanindaki tirozin fosforilasyonu sar1 renkle, serin fosforilasyonu kirmizi renkle ifade

edilmektedir (Able vd., 2017).
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Sekil 1.4: Ev faresinde Kromozom 11'de bulunan STATS'in yapisal alanlar1 (Able vd., 2017)

1.2.2. STAT5A Geni

Meme bezi; embriyonik, pubertal, gebelik, emzirme ve involiisyon dahil olmak iizere
bir¢ok farkli gelisim asamasindan gecebilen essiz bir organ olarak tanimlanmaktadir.
Meme bezi dokulari, yetiskinlik doneminde farkli hormonlarin, biiyltime faktorlerinin ve
kodlayic1 genlerin regiilasyonu altinda; hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi1 ve apoptoz
dongiileri gecirmektedir. Bu asamalar, farkli diizenleyici islevlere sahip ¢ok sayida
sinyal yolu gerektirmektedir. JAK/STAT sinyal yollari, meme bezi gelisimi ve siit
proteini sentezi i¢in gerekli olan yollar arasinda kabul edilmektedir (Jiao vd., 2018).
Ayni zamanda biiylime hormonunun ana aracis1 olarak da bilinmektedir (Naveed vd.,
2021). Biiyiime, manda dahil ¢iftlik hayvanlarinin verim 6zellikleri ile iligkili 6nemli bir
faktor olarak goriilmektedir (Celikeloglu vd., 2015). Sinyal doniistiiriicti ve aktivatorii 5
(STATS), meme glandiiler hiicre proliferasyonunun ve siit-protein gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir (Ao vd., 2015; Li vd., 2018).
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STATS, iki ayr1 gen tarafindan kodlanan, A ve B olmak {izere birbiriyle yakindan
iligkili iki formda bulunmaktadir (Al-Azzawi vd., 2020). Baslangigta koyunlarda tek bir
STATS geni tamimlanmis, ancak daha sonra fare, insan, sigan ve sigir hiicrelerinde
yapilan calismalar sonucunda iki farkli fakat kromozomal olarak baglantili gen
tarafindan kodlanan iki STATS formu (STATS5A ve STATS5B) bulunmustur. STATSA
ve STATS5B genleri, hem DNA-baglanma 6zgiilliiklerinde hem de doku dagilimlarina
gore farkliliklar gosterseler de, yliksek oranda homolog olduklar1 bilinmektedir (%96)
(Kumar ve Ratwan, 2016; Selvaggi vd., 2017). STATSA proteini baslangigta meme bezi
faktorli olarak tanimlanmistir (Schennink vd., 2009). STATSA geni bir¢ok fizyolojik
stirecte onemli bir rol oynamaktadir. Bu rolleri arasinda, embriyolarin yasayabilirligi,
slit iretimi ve sigirlarda bazi biiylime 6zellikleri bulunmaktadir (Al-Azzawi vd., 2020).
Transgenik farelerle yapilan ¢aligmalar, STATS proteinlerinin meme dokusu gelisiminin
diizenlenmesinde O6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu ve baska birka¢ calisma da
STATSA' nin adipogenez ve yag hiicresi fonksiyonunda rolii oldugunu gostermektedir
(Schennink vd., 2009). STATSA, ayrica giftlik hayvanlarinda dollenme, embriyonun

6limii ve siit tiretim 6zellikleri tizerine etki gostermektedir (Naveed vd., 2021).

STATSA, sitokinlere ve biiyiime faktorlerine karsi ¢esitli hiicresel tepkilere aracilik
eden anahtar bir transkripsiyon faktorii ve sinyal proteini olarak tanimlanmaktadir.
Sitokinlere ve biliylime faktorlerine yanit olarak STATSA, reseptorle iliskili kinazlar
tarafindan fosforile edilmekte ve daha sonra transkripsiyon aktivatorii olarak gorev
yaptiklar1 hiicre ¢ekirdegine yer degistiren homo veya heterodimerler olusturmaktadir.
STATSA Kklasik olarak sitoplazmadaki sitokin ve biiylime faktorii sinyallerini
algilayabilmekte ve bu sinyalleri DNA hasarini, ¢ogalmayi, farklilagmayi, biiyiimeyi ve
apoptozu diizenlemek igin ¢ekirdekteki duyarli genlere iletebilmektedir (Zhao vd.,
2020).

Insan prostat kanserinin klinik érneklerinde, STATS5A'in, saglikli prostat numunelerine
kiyasla prostat kanserinde asir1 ifade edildigi gosterilmektedir (Boutillon vd., 2019).
Cesitli calismalar STATS'In prostat kanserinin ilerlemesinde ¢ok o6nemli bir rol
oynadigimi1 ifade etmektedir (Mohanty vd.,2017; Erb vd., 2020). STAT5A protein

aktivitesinin kesintiye ugramasi, gebeligi desteklemek i¢in gerekli olan progesteronu

13



tireten korpus luteumun eksikligine ve kisirliga yol agmaktadir (Regalado vd., 2020).
STATS5A geni, sadece meme bezi degil, rahim epitel hiicrelerinde de sinyal iletiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, STAT5A geninin déllenme ve embriyonik

gelisim siireclerinde de 6nemli rolleri oldugu tahmin edilmektedir (Naveed vd., 2021).

Yapilan diger bir ¢alismada (Dees vd., 2020) yapisal olarak aktive edilmis bir STATSA
mutantinin asir1 ekspresyonunun, farelerin meme bezlerinde tiimér olusumuna neden
oldugunu gostermektedir. Ayrica STAT5A'nin, kemirgenlerde ve memelilerde adiposit
gelisimini destekledigi, bu durumunda kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet gibi
obezite ile ilgili hastaliklara neden olabilecegi ifade edilmektedir (Shi vd., 2019).
STATS5A bagisiklik sistemi, kanser gelisimi ve meme bezi gelisiminde de dnemli roller
oynamaktadir (Li vd., 2018). Khan vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismalarda, STAT5A ve
STATS5B'nin siit¢ii sigirlarda mastitisin  patogenezini kolaylastiran proinflamatuar
genlerin tretimine aracilik ettigini bildirmektedirler. STATS genlerinin depresyonu,
bozulmus meme bezi gelisimi ve siit proteini genlerinin asagi (down) regiilasyonu ile
iliskilendirilirken, STATS5'nin asir1 ekspresyonu, meme bezi gelisimi ve siit-protein gen
ekspresyonu iizerinde olumlu etkiler yapmaktadir. Birlikte ele alindiginda tiim bu
bulgular, STAT5A'min laktasyonda temel bir rol oynadigini kuvvetle gostermektedir (Li
vd., 2018).

1.2.3. STAT5A Geninin Siit Verimi Uzerine Etkileri

Memelilerde prolaktin hormonunun (PRL) en 6nemli rolii laktasyonun kontrolii olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica, PRL salgis1 inhibe edildiginde ineklerin meme bezlerinde
daha fazla apoptoz goriilmektedir. Siit liretimini diizenleyen bazi faktérler de PRL
salgisimt etkilemektedir (Tong vd., 2017; Du vd., 2020). STATS5A'nin PRL
sinyalizasyonunda rolii oldugu ifade edilmektedir (Frasor ve Gibori, 2003; Ao vd.,
2015). Dolasima salindiginda prolaktin, reseptoriine (PRLR) baglanmakta, bu da STAT
proteinlerinin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu olaymn
sonucunda aktive olan STATSA geni, siit verimiyle alakali olan genlerin ekspresyonunu

uyarmaktadir (Singh vd., 2014; Lee ve Kelleher, 2016). STAT5A, meme bezi
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gelisiminde 6nemli bir oyuncu olarak ifade edilmektedir. Ozellikle, STATSA'"nn siit
salgilayan meme epitel hiicrelerinde gen ekspresyonunun transkripsiyonel uyarimi
yoluyla PRL ve biiyiime hormonu (GH) sinyallerine aracilik ettigi bilinmektedir. Siit
iiretim Ozelliklerindeki belirgin rolii nedeniyle, STATSA, daha once sigir ve kecilerde
arastirllmig, genetik varyantlar siit yag asidi profilleri ve siit verimi ile
iligkilendirilmistir (Du vd., 2019; Gebreyesus vd., 2019; Abousoliman vd., 2020).
STATSA geni sigirlarda 19. kromozom {izerinde mandada 3. kromozom iizerinde
bulunmaktadir. Manda (Bubalus bubalis) STAT5A geni 21 077 baz gifti
uzunlugundadir ve 794 amino asit zincirini kodlayan 19 ekzondan (Cizelge 1.6)
olusmaktadir (Ouerghi vd., 2017).

Cizelge 1.6: Manda STATS5A geninde bulunan ekzonlar ve uzunluklari (int. Kyn. 1)

Ekzon Konumu Uzunluk (bg)
1. ekson 1-155 154
2. ekson 998 - 1135 137
3. ekson 1460 - 1616 156
4. ekson 2702 - 2791 89
5. ekson 5785 - 5959 174
6. ekson 11184 - 11314 130
7. ekson 11546 - 11697 151
8. ekson 12147 - 12302 155
9. ekson 12708 - 12887 179
10. ekson 14361 - 14448 87
11. ekson 14556 - 14678 122
12. ekson 15227 - 15319 92
13. ekson 15774 - 15980 206
14. ekson 16691 - 16785 94
15. ekson 16870 - 17000 130
16. ekson 17427 - 17582 155
17. ekson 18329 - 18380 51
18. ekson 18668 - 18775 107
19. ekson 19737 - 21077 1340

Li vd. (2018), mandalarin meme epitel hiicrelerinde STATSA ve STAT5B genlerinin

klonlanmas1 ve fonksiyonel karakterizasyonu {iizerine yapmis olduklar1 calismada,
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STATSA geninin 6zellikle meme bezlerinin epitel hiicrelerinde eksprese edildigini
tespit etmiglerdir. Ayrica, STATSA baskilanmasinin, siit protein genlerinin dnemli
Olclide diistik ekspresyonuna neden oldugunu, STATS5A'nin asir1 ekspresyonunun ise
siit-protein genlerinin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek ekspresyonuna yol ag¢tigini ifade
etmiglerdir (Li vd., 2018). STAT5A genindeki SNP'ler, Jersey, Polonya ve ABD
Holstein sigirlarinda siit yagi yiizdesi dahil olmak iizere siit {iretim Ozellikleri ile

iliskilendirilmistir (Schennink vd., 2009).

Manda doku ve hiicrelerinde STAT5A ve STATSB ekspresyon seviyeleri iizerine
yapilan arastirmalarda, farkli dokularda farkli miktarlarda eksprese edildigi
goriilmektedir. En yiiksek STATSA ifadesinin meme bezinde, en yliksek STATSB
ifadesinin beyinde bulundugu ifade edilmektedir (Li vd., 2018). STATSA ve STATS5B
genlerinin farkli dokulardaki ekspresyon diizeyleri Sekil 1. 5' de gosterilmektedir.
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Sekil 1.5: STATSA ve STATSB genlerinin farkli dokularda ki ekspresyon diizeyleri (Li vd.,
2018).

Yapilan ¢aligmalar, JAK-STAT yolu ile ilgili genlerdeki SNP'lerin, sigirlarda tireme
Ozelliklerinin yani sira farkli inflamatuar hastaliklar tizerinde de onemli etkiye sahip
oldugunu gostermistir (Ali vd., 2020). Son yillarda, RNA teknolojilerini kullanan
aragtirmacilar, meme epitel hiicrelerindeki STAT5A'nin gebelik sirasinda meme bezi
morfolojisinin korunmasina yardimci oldugunu, ayrica kazein geni ile etkilesime

girerek, siit proteini sentezini etkiledigini ifade etmektedirler. STATS'in etkilesime
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girdigi reseptorler arasinda prolaktin reseptorii (PRL), biiylime hormonu reseptorii
(GHR), IL-3R (interlokin 3 reseptorii) ve EPOR (eritropoetin reseptorii) bulunmaktadir
(Able vd., 2017). STAT'larin inhibisyonunda, sitokin sinyallemesinin baskilayici
(SOCS) proteinleri, énemli bir yer tutmaktadir. SOCS proteinleri dogrudan tirozin
kinazlara baglanmakta ve JAK/STAT yolundaki sitokin reseptorleri ilizerinde bulunan
kenetlenme bolgelerini bloke etmektedir. Bu mekanizmanin sonucunda JAK'lar
STAT'lan aktive edememekte ve STAT'lar deaktive olmaktadir. SOCS ailesi ilk basta
SOCSl'den 3'e kadar arastirilmistir. Ancak, son arastirmalar (Able vd., 2017),
SOCS7'nin dogrudan STATS ile etkilesime girdigini ve aktivitesini inhibe ettigini
gostermektedir. Yapilan ¢alismalar, SOCS7 ekspresyonunun lokositlerde PRL ve GH

sinyallemesini bozdugunu ve STATS aktivasyonunu inhibe ettigini gostermektedir.

Cizelge 1. 7: Siitcii sigirlarda prolaktin yolagindaki STAT genlerin siit bilesenlerine etkileri
(Raven vd., 2014)

Gen Yag % Yag Siit Protein % Protein
PRL 0,19 0,04 0,11 0,19 0,36
STAT3 0,43 0,84 0,53 0,78 0,84
STAT5A 0,36 0,85 0,61 0,75 0,80
STAT5B 0,10 0,83 0,78 0,55 0,80

Siitgli sigirlarda STATSA geninin polimorfizmi lizerine yapilan g¢alismalarda, meme
bezlerindeki STATS5A genotiplerinin, ineklerdeki laktasyonel 6zelliklerle yakindan
iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Li vd., 2018). Laktasyon siit verimi ve laktasyonun
devamliliginin da siit ekonomisi tizerinde belirgin etkileri bulunmaktadir (Tekerli vd.,
2001). Farelerde yapilan arastirmalar, STATSA eksikliginin, gebelik sirasinda meme
bezlerinin bozulmasina ve hiicresel farklilagmaya yol agtigini ortaya koymaktadir (Able
vd., 2017). Raven vd., (2014) siit sigirlarinda genetik varyasyonlar ve siit verimi
lizerindeki etkisini arasgtirmak amaciyla bir calisma yapmuslardir. Ozellikle meme
gelisimi, prolaktin sinyalizasyonu ve involiisyon yollarinda etkisi oldugu diisiiniilen
genlerde SNP'ler tespit edilmeye calisilmigtir. Bu c¢alisma sonucunda hem meme

bezinde hem de Prolaktin yolagindaki genetik varyasyonlarla siit igerikleri arasinda
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anlamli farkliliklar tespit etmislerdir. Baz1 genlerle siit verimi arasindaki iliski Cizelge

1. 7' de gosterilmektedir (Raven vd., 2014).
Bu ¢alisma, Anadolu mandalarinda STAT5A genindeki polimorfizmleri tespit etmek,

bulunan polimorfizmler ile siit verimi arasindaki iligskiyi arastirmak ve Anadolu

mandalarinin 1slah ¢aligmalarina katki saglamak amaciyla yapilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Arastirmada, T.C. Tarim Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidiirligi (TAGEM) tarafindan desteklenen “Anadolu Mandalarinda biiyiime ve siit
verim Ozellikleri yoniinden damizlik se¢imi i¢in genetik tan1 kiti gelistirilmesi” baslikli
proje kapsaminda toplanan ve Afyonkarahisar ilinde yetistirilen 192 bas mandaya ait kil

ornekleri kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. DNA izolasyonu

Mandalardan toplanan kil orneklerinden DNA izolasyonu i¢in manda kili bulunan
mikrosantrifiij tiiplerine 200 pL PBS (Fosfat Tamponlu Tuz) soliisyonu, 20 pL
Proteinaz K ve 200 pL lizis buffer konularak 6nce giiglii bir sekilde vortekslenmis, daha
sonra 65 °C’de yaklasik 40 dk inkiibe edilmistir. Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmis ve iglerinde bulunan sivi tamamen g¢ekilerek baska bir tiipe aktarilmistir ve
tizerlerine 40-50 puL. manyetik bilye ile 225 pL binding buffer eklenerek yavas hizda 5
dk vortekslenmistir. Daha sonra manyetik tabla {izerine konulmus, 10 dk beklenmis ve
sivi kisim atilmigtir. Manyetik bilyeler sonrasinda sirasiyla 6nce 700 pL yikama
soliisyonu-1 ile bir kez, 650 puL yikama soliisyonu-2 ile iki kez temizlenmistir. Yikama
isleminden sonra tiiplerin agz1 15 dk ac¢ik birakilarak bekletilmis ve son olarak iizerine
120 pL eliisyon soliisyonu (10 mM Tris HCI, pH 8,3) eklenerek 10 dk oda isisinda
bekletilmistir. Tlpler daha sonra manyetik tablaya yerlestirilmis ve 5 dk beklemeden
sonra sivi kisim ayri tiiplere aktarilmistir (Boom vd., yontemi manyetik bilyeye uygun
sekilde degistirilerek kullanilmistir) (Boom vd., 1990). izole edilen DNA &rnekleri,
Multiscan GO (ThermoFisher Sci.) ile 260/280 ve 260/230 dalga boyunda safliklart,
Qubit 2.0 (Invitrogen) ile miktarlart bakimindan 6l¢iilmiis ve daha sonra tim DNA’lar

kullanilmak tizere —20 °C’de saklanmustir.
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2.2.2. Primer Tasarimi

Calismada kullanilacak primerler NCBI’da bulunan STATSA gen dizisinden
(NW_005784710.1) yararlanilarak ve FastPCR Professional 6.1.2 paket programi
(Kalendar vd., 2009) kullanilarak tasarlanmistir. Kullanilacak primerler arasinda dimer
olusup olusmadiginin kontrolii de aymi program ile yapilmistir. Calismada farkl
bolgeler i¢in bir¢ok primer tasarimi yapilmis, ancak sadece optimizasyonu yapilan

primerler kullanilmigtir. Calismada kullanilan primerler Cizelge 2. 1' de verilmistir.

Cizelge 2. 1: Calismada kullanilan primerler

Baz
Forward / Revers Primer (5—3) Tm (°C)  yzunlugu
F1 (STAT5A_F11159) TCCTCCAGCTCAGTTTGCCCA g oC 1003 b
5 o
R1 (STAT5A_R12162) TCTGCCAGATGATCTCCGCCA P
F2 (STAT5A_F11950) TTGGAAGGCAGGGCATCTCTGC
62 °C 929 bp

R2 (STAT5A_R12879) CAGCGTACTTGCGGGTGTTCTC

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Primerlerin baglanma sicakliklarinin (Melting Tempature, Tm) tespit edilmesi amaciyla
Gradient PCR islemi yapilmistir. Bu islemi yapmak amaciyla her bir érnek i¢in 0,3
pmol forward, 0,3 pmol reverse, 0,3 mM dNTP, 1X Phusion GC Buffer, 1 U/uL
Phusion Hot Start 11 High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher Sci., F549L) ve 10-
20 ng DNA koyularak PCR karigimi hazirlanmistir. Toplam hacim 12,5 pL olacak
sekilde ultra distile su ile ayarlama yapilmistir. PCR cihazi, 98 °C’ de 2 dKk bir dongii;
98 °C’ de 10 sn, 54 — 64 °C’ de 30 sn ve 72 °C’ de 1 dk 35 dongii ve 72 °C’ de 10 dk bir
dongii olacak sekilde ayarlanmistir. STAT5A genindeki bdolgelerinin gogaltilmasi
amaciyla Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR (Applied Biosystem) cihazi (Resim 2.1)

kullanilmistir.
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Resim 2.1: PCR Cihaz1

2. 2. 4. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iriinlerinin gorintiilenmesi amaciyla % 1,5’lik agaroz jeli
hazirlanmistir. Jel hazirlanirken 100 ml TAE (Tris—Asetat—-EDTA) soliisyonu ve 1,5 gr
Agaroz (Prona, Biomax) karistirilarak mikrodalga firinda eritilmis ve {izerine 1 pL
RedSafe (INtRON, 21141) boya soliisyonu eklenmistir. Sogutulan ve katilagan jel
elektroforez tankina yerlestirilmis ve tank TAE soliisyonu ile doldurulmustur. Jelin
kuyucuklarina 6rnek basina 8 pL yiikleme boyasi (1X Loading Dye) ve 4 uL PCR
tiriind iceren karigim konulmustur. Daha sonra cihaz ¢alistirilmis ve ornekler 30 dk
stireyle 90 V’ da yiiriitiilmistiir. Jeller, BIO-VISION jel goriintiileme sistemi (Vilber
Lourmat) araciligiyla goriintiilenmis (Resim 2.2), bant gézlenen 6rnekler pozitif olarak

degerlendirilmis ve DNA dizileme amaciyla —20 °C’ de saklanmustir.
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Resim 2. 2: Jel Gortintiileme Sistemi

2.2.5. DNA Dizilime Analizi

PCR iriinlerinin baz dizilimini ve SNP'leri tespit etmek amaciyla sekanslama (DNA
dizi analizi) yapilmistir. Bu islem sirasiyla 3 asamada yapilmistir. Islemin ilk
asamasinda PCR firiinleri temizlenmistir. Bu asama ic¢in 6rnek basina 1,0 uL. FastAP
(ThermoFisher Sci., EF0652), 0,5 uL. Exonuclease-1 (ThermoFisher Sci., EN0582) ve 4
pL PCR firiinii mikrosantrifiyj tiiplere konulmustur. Elde edilen karisim PCR cihazi
aracihigiyla 37 °C’ de 15 dakika, 85 °C’ de 15 dakika olacak sekilde isleme tabi

tutulmug; dNTP’ler, primerler ve tek zincirli yapilardan temizlenmesi saglanmistir.

Islemin ikinci asamasinda Sekans PCR yapilmistir. Bu islem icin drnek basina 2 pL
BigDye soliisyonu, 11 pulL 1x SB soliisyonu (sequencing buffer), 5 uL primer (F veya R)
(1 pmol) ve 2 uL temizlenmis PCR iiriinii kullanilmistir. Elde edilen karisim PCR cihazi
araciligiyla 96 °C’ de 2 dakika ve 1 dongii, 96 °C’ de 10 saniye, 54 °C’ de 15 saniye ve
60 °C’ de 4 dakika olacak sekilde 35 déngiiye tabi tutulmustur. Uciincii asamada
Sekanslama islemi sonucunda elde edilen DNA’larin baz dizilimleri tespit edilmistir.
Baz Dizilimleri Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer cihazi (Resim 2.3)

kullanilarak belirlenmistir.

22



Resim 2. 3: DNA Dizi Analiz Cihazi

2. 2. 6. istatistik Analizi

DNA dizi analizi islemiyle alinan sonuglar Sequencher 5.6.1 paket programi
kullanilarak diizenlenmistir. Diizenlemeleri yapilan 6rneklerin hizalanmasi amaciyla

BioEdit programi (Hall, 1999) kullanilmis ve polimorfik olan SNP’ler belirlenmistir.

Yapilan DNA dizileme analizi sonucu belirlenen SNP’lerde genotip frekansi, toplam
allel sayisi, allel frekanslar1 (Xj) ve heterozigotluk degerleri (He) R dili kullanilarak
gelistirilmis Genetics paketi (Warnes, 2003) ile hesaplanmistir. Haplogruplarin
olusturulmasinda Haploview programi (Barrett vd., 2005) kullanilmis, en kiigiik allel
frekans1 ve Hardy-Weinberg p degeri 0,001 °den biiyiik olanlar analize dahil edilmis ve

bloklarin olusturulmasinda dort gamet kurali géz 6niine alinmistir.

T.C. Tarim Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligi
(TAGEM) tarafindan yiiriitilen Anadolu mandalarinin halk elinde 1slah1 projesi
araciligiyla ve TAGEM/18/AR-GE/12 kodlu “Anadolu Mandalarinda biiylime ve siit
verim Ozellikleri yoniinden damizlik se¢imi i¢in genetik tani kiti gelistirilmesi” baslikl
proje kapsaminda Afyonkarahisar ilinde yetistirilen mandalardan toplanan ve "Manda

Yildiz1" (Tekerli, 2015-2019) isimli veri tabani programina kayit edilen hayvanlarin
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farkli ¢evre faktorleri bakimindan arindirilmis siit verim ortalamalart kullanilmistir.
Diizeltilmis siit verimleri ve SNP"ler arasindaki iliski ANOVA (Tek Yonlii Varyans
Analizi) yontemi kullanilarak ve Minitab istatistik programi yardimiyla analiz

edilmistir.
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3. BULGULAR

Nehir mandalarimin (Bubalus bubalis) STAT5A geni 21077 bp uzunlugundadir. Bu
calismada, toplamda 192 bas mandada STAT5A geninin 6 — 9. ekzonlar arasinda
(11176 — 12896 bazlar) kalan 1720 bp uzunlugundaki bolge PCR ile ¢ogaltilmis ve bu
bolgedeki polimorfizmler DNA dizi analizi kullanilarak belirlenmistir. PCR sonucunda

elde edilen jel goriintiileri Resim 3. 1' de gosterilmistir.

F1-R1

Resim 3. 1: PCR Jel Goruntuist

DNA Dizi Analizi sonucunda toplanan veriler Sequencher 5.6.1 bilgisayar programi ile
diizenlenmistir. Siit verimleri alinmis 6rneklerin 171 tanesi sorunsuz okunabilmistir.
Calisma sonucunda toplamda 13 farkli bolgede polimorfizm saptanmustir. Tespit edilen

polimorfik bolgeler Cizelge 3. 1 'de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore 7. intronda 5, 8. intronda 7 ve 8. ekzonda 1 adet olmak iizere
toplamda 13 adet polimorfizm tespit edilmistir. DNA dizi analizi sonucunda tespit

edilen SNP'lerin pik goriintiisti Sekil 3. 1" de verilmistir.
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Cizelge 3. 1. DNA dizi analizi sonucu belirlenen SNP ler

Bolge Ekzon / intron Polimorfizm
11865 7. intron C/IT
11909 7. intron AlG
11939 7. intron AlG
12020 7. intron A/lC
12098 7. intron T/C
12237 8. ekzon C/IT
12318 8. intron AlG
12323 8. intron AlG
12372 8. intron G/A
12446 8. intron GIT
12464 8. intron G/C
12598 8. intron G/A
12646 8. intron C/IT
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Sekil 3. 1: DNA Dizi Analizi sonucunda tespit edilen SNP'lerin kromatogram gorintiisii
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Sekil 3. 1: (Devam) DNA Dizi Analizi sonucunda tespit edilen SNP'lerin kromatogram

goruntiisu
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Cizelge 3. 2. STAT5A genindeki genotip ve allel frekanslari, heterozigotluk ve Hardy-Weinberg degerleri

Bulundugu Allel . Genotip Heterozigotluk Hardy-Weinberg Hardy-Weinberg
SNP Bolge Allel Frekanslar1 Genotipler Frekanslari Degerleri Khi-Kare p degeri
0,73 cc

11865 Intron 7 c : 0,46 0,395 24,704 2,36x10°
T 0,27 CT 0,54
G 0,74 GG 0,50

11909 Intron 7 GA 0,49 0,381 14,825 6,09x10°®
A 0,26 AA 0,01

11939 Intron 7 G 0,25 AA 0,50 0,376 20,222 4,72x107
A 0,75 GA 0,50

12020 Intron 7 c 0,15 AA 828 0,257 5,766 0,0161
A 0,85 AC ,

12008 Intron 7 c 0,20 T 0,60 0,322 11,453 0,0002
T 0,80 TC 0,40

12237 Ekzon 8 c 0,82 cc 0,63 0,301 9,262 0,0011
T 0,18 CT 0,37

12318 Intron 8 G 0,95 GG 0,90 0,099 0,552 1,0000
A 0,05 GA 0,10
A 0,95 AA 0.90

12323 Intron 8 ' 0,094 0,493 1,0000
G 0,05 AG 0,10

12372 Intron 8 G 0,80 GG 0,60 0,318 11,065 0,0003
A 0,20 GA 0,40
G 0.74 GG 0,51

12446 Intron 8 T 0.6 GT 0,46 0,386 6,044 0,0203

: TT 0,03

G 0,95 GG 0,90

12464 Intron 8 p 0.05 pp 010 0,094 0,496 1,0000
G 0,78 GG 0,57 5

12598 Intron 8 A 022 GA 043 0,341 13,984 3,58x10
c 0,87 ccC 0,73

12646 Intron 8 T 0.13 cT 0.27 0,233 4,404 0,0474
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Tespit edilen SNP 11865, 11909, 11939, 12020 ve 12098 intron 7’de bulunmaktadir.
Bunlardan SNP 11865°de 91 tane CT genotipinde, 80 tane de CC genotipinde oldugu
tespit edilmistir. Bu SNP’de C allel frekans1 0,73; T allel frekans1 0,27 ve
heterozigotluk degeri 0,395 bulunmustur. SNP 11909°da 171 6rnekten 2 tanesinin AA,
85 tanesinin GG ve 84 tanesinin de GA genotipinde oldugu goriilmiistiir. Bu SNP’de G
allelinin frekansi 0,74, A allelinin frekansi 0,26 ve heterozigotluk degeri 0,381 olarak
hesaplanmistir. SNP 11939°da 86 tane AA ve 85 tane de GA genotipinde hayvan tespit
edilmistir. Bu SNP’de A allel frekansi 0,75; G allel frekansi 0,25 ve heterozigotluk
degeri 0,376 bulunmustur. SNP 12020°de 171 6rnekten 119 tanesi AA genotipine, 52
tanesi de AC genotipine sahip bireylerin oldugu gorilmistir. Bu SNP’deki A allel
frekansi 0,85; C allel frekansi 0,15 ve heterozigotluk degeri 0,257 olarak hesaplanmustir.
SNP 12098°de 101 TT ve 70 CT genotipinde birey oldugu belirlenmistir. Bu SNP’deki
T allel frekansi 0,8 ve C allel frekansi 0,2 ve heterozigotluk degeri 0,322 bulunmustur
(Cizelge 3.2).

Ekzon 8’de bulunan SNP 12237°de 109 6rnegin CC genotipinde, 62 6rnegin ise CT
genotipinde oldugu belirlenmis; C allel frekansi 0,82; T allel frekanst 0,18 ve
heterozigotluk degeri 0,301 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.2).

Sekizinci intronda SNP 12318, 12323, 12372, 12446, 12464, 12598 ve 12646’da
polimorfizm tespit edilmistir. SNP 12318’de 19 GA genotipinde, 152 GG genotipinde
manda oldugu belirlenmis ve G allel frekanst 0,95; A allel frekanst 0,05 ve
heterozigotluk degeri 0,099 bulunmustur. SNP 12323’de 153 AA, 18 GA genotipinde
manda tespit edilmis ve A allel frekans1 0,95; G allel frekansi 0,05 ve heterozigotluk
degeri 0,094 olarak hesaplanmistir. SNP 12372’de 106 GG, 65 GA genotipinde hayvan
tespit edilmis ve G allel frekansi 0,8; A allel frekansi 0,2 ve heterozigotluk degeri 0,318
bulunmustur. SNP 12446°da 86 GG, 6 TT ve 79 GT genotipinde hayvan tespit edilmis
ve G allel frekanst 0,74; T allel frekans1 0,26 ve heterozigotluk degeri 0,386 olarak
hesaplanmistir. SNP 12464°de 155 GG ve 16 GC genotipinde hayvan tespit edilmis ve
G allel frekans1 0,95; C allel frekansi 0,05 ve heterozigotluk degeri 0,094 bulunmustur.
SNP 12598’de 99 GG ve 72 GA genotipinde hayvan tespit edilmis ve G allel frekansi
0,78; A allel frekansi 0,22 ve heterozigotluk degeri 0,341 olarak hesaplanmigtir. SNP
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12646°da 124 CC ve 47 CT genotipinde hayvan tespit edilmis ve C allel frekans1 0,87;
T allel frekansi ise 0,13 olarak belirlenmistir. Heterozigotluk degeri ise 0,233 olarak

hesaplanmistir (Cizelge 3.2).

Baglant1 dengesizligi (Linkage Disequilibrum-LD), farkli lokuslardaki aleller arasindaki
rastgele olmayan iliski olarak tanimlanmakta ve LD katsayilar1 olarak D' ve r? siklikla
kullanilmaktadir. D' iki lokus arasindaki rekombinasyon gecmisini, r> ise iki SNP
arasindaki iligkinin giiclinii gostermektedir. Haplotip bloklari, diisilk rekombinasyon
orant gosteren kromozom bdlgeleri olarak tanimlanmaktadir. Bir nesilden digerine tek
birimler olarak kalitilmaktadir (Salem vd., 2018). Baglant1 dengesizligini belirlemek
amaciyla yapilan haploview analizinde incelenen bolgedeki SNP’ler arasindaki
bilesikler Sekil 3.2' de verilmistir. Sekil incelendiginde SNP’lerin iki blok
olusturduklart goriilmektedir. Birinci blokta SNP 12446, 12464 ve 12646 yer almakta
iken, ikinci blogu SNP 12237, 12318, 12323 ve 12372 olusturmustur. SNP 11865,
11909, 11939 ve 12598 Hardy-Weinberg P degeri 0,0001 den kii¢iik oldugu i¢in analize
dahil edilmemistir. Birinci bloktaki SNP 12646 ile 12464 arasindaki D’, LOD ve r°
degerleri sirasiyla 0,98; 0,26 ve 0,008; SNP 12464 ile 12446 arasindaki D’, LOD ve 2
degerleri sirastyla 0,92; 0,33 ve 0,016; SNP 12646 ile 12446 arasindaki D’, LOD ve r?
degerleri sirasiyla 1,00; 1,89 ve 0,055 bulunmustur. Birinci blokta CGG, CGT, TGG ve
CCG haplotipleri gozlenmistir ve en fazla CGG (0,555) ve CGT (0,261) haplotiplerinin

oldugu goriilmiistiir.

ikinci bloktaki SNP 12237 ile 12318 arasindaki D’, LOD ve r* degerleri sirasiyla 1,00;
0,52 ve 0,012; SNP 12237 ile 12323 arasindaki D’, LOD ve 12 degerleri sirasiyla 1,00;
0,43 ve 0,012; SNP 12237 ile 12372 arasindaki D’, LOD ve 12 degerleri sirasiyla 1,00;
1,46 ve 0,056 bulunmustur. SNP 12318 ile 12323 arasindaki D’, LOD ve 2 degerleri
sirastyla 1,00; 24,01 ve 0,945; SNP 12318 ile 12372 arasindaki D’, LOD ve r2 degerleri
strastyla 0,60; 0,13 ve 0,005; SNP 12323 ile 12372 arasindaki D’, LOD ve r2 degerleri
sirastyla 0,88; 0,27 ve 0,01 hesaplanmuistir. Ikinci blokta GAGC, AAGC, GAGT ve
GGAC haplotipleri goézlenmis ve en fazla GAGC (0,577) ve AAGC (0,189)
haplotiplerinin oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.2). Birinci ve ikinci bloklarda en fazla
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CGGGAGC, CGTGAGC ve CCGAAGC haplogruplara sahip hayvanlara

rastlanmaktadir.

Haploview analizi bloklar1 incelendiginde birinci blokta bulunan SNP 12446, 12464 ve
12646 arasinda bir bilesiklik oldugu gozlenmektedir. Ikinci blokta ise SNP 12237,
12318, 12323 ve 12372 arasinda bir bilesiklik oldugu goriilmektedir. Bu durum bu
bloklarin kendi iglerinde bir crossing over olmadigini, birlikte kalitildiklarini ve

muhtemel bir QTL (kantitatif 6zellik lokusu) olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.2: STATSA geninde belirlenen SNP’lere ait haploview goriintiisii

TAGEM/18/AR-GE/12 kodlu “Anadolu Mandalarinda biiylime ve siit verim 6zellikleri
yoniinden damizlik se¢imi i¢in genetik tan kiti gelistirilmesi” baglikli proje kapsaminda
Afyonkarahisar ilinde yetistirilen mandalardaki mevcut ¢aligmada STATS5A geninde
tespit edilen SNP’ler ile "Manda Yildiz1" (Tekerli, 2015-2019) isimli veri tabani
programindan alinan ve farkli ¢evre faktorleri bakimindan arindirilmis siit verim
ortalamalar1 arasindaki iliskileri tespit etmek amaciyla Tek Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) yapilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen genotipler, hayvan sayilar1 ve

ortalama siit verimleri Cizelge 3. 3' de verilmistir.

Yapilan istatistik analiz sonucu 7. ve 8. intronlarda bulunan SNP’ler ile siit verimi

arasinda anlaml bir iliski bulunamamistir. STATS5A geninin 8. ekzonunda yer alan SNP
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12237 (g+12237 C>T) ile siit verimi arasindaki iliski 6nemli (P<0,01) bulunmustur. Bu
SNP’de CC genotipine sahip mandalarin CT genotipindeki mandalardan daha az siit
verdikleri tespit edilmistir (Cizelge 3. 3). Analizlerde TT genotipinde mandalar

bulunamamustir.

Cizelge 3.3. Anadolu manda ineklerinde belirlenen genotipler ve diizeltilmis siit verimi

ortalamalar1 arasindaki iliskiyi gosterir varyans analiz tablosu

Diizeltilmis Siit

SNP Genotipler N Verimi P degeri
Ortalamasi
CC 80 893,5
’ 0,767
11865 CT 91 884,6 '
GG 85 892,3
11909 GA 84 885,0 0,970
AA 2 897,0
AA 86 890,0
11939 GA 85 887 5 0,933
AA 119 893,4
1 , 4
12020 AC 52 878,2 0,645
TT 101 885,5
’ 0,796
12098 TC 70 893,4
CcC 109 856,8 o
12237 cT 62 9449 0,005
GG 152 895,3
’ 0,220
12318 GA 19 836,5 '
AA 153 894,2
1 ,2
12323 GA 18 842 6 0,293
GG 106 888,7
12372 ’ 0,997
3 GA 65 888,8
GG 86 882,2
12446 GT 79 902,4 0,446
TT 6 802,8
GG 155 884,4
12464 GC 16 9314 0,363
GG 99 885,1
12598 GA 79 8937 0,778
CcC 124 881,4
12646 cT 47 908 1 0,428
**pP<0,01
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4. TARTISMA

STAT genleri, ¢ekirdek i¢indeki DNA baglanma alanlar1 araciligiyla gen ekspresyonunu
diizenleyebilen hiicre i¢i transkripsiyon faktorleri olarak tanimlanmaktadir. STATSA,
meme bezi gelisimi, siit proteini sentezi, meme glandiiler hiicre proliferasyonunun ve
stit-protein gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir. Ayni zamanda siit
salgilayan meme epitel hiicrelerinde gen ekspresyonunun transkripsiyonel stimiilasyonu
yoluyla PRL ve GH sinyallerine aracilik ettigi, dollenme ve embriyonik gelisim
stireglerinde de 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. STATSA daha Once sigir, kegi ve
koyunlarda arastirilmis ve genetik varyantlar siit yag asidi profilleri ve siit verimi ile
iliskilendirilmistir (Brym vd., 2004; Schennink vd., 2009; An vd., 2013; Abousoliman
vd., 2020). Bu arastirma ile Anadolu mandalarinin STAT5A genindeki polimorfizmler
arastirilmis ve intron 7 ile intron 8’de igeren bolgede toplam 13 SNP belirlenmistir. Bu
SNP’lerden bes tanesi intron 7’de, bir tanesi ekzon 8’de ve yedi tanesi de intron 8’de
bulunmustur. SNP’ler birbirine ¢ok yakin bolgelerde yer almasina ragmen Haploview

analizinde iki blok olustugu gézlenmistir.

Siit verimi ile SNP’ler arasindaki iligki incelendiginde ekzon 8’de bulunan SNP 12237
ile sit verimi arasindaki iliski énemli (P < 0,01) bulunmustur. Bu SNP’deki CT
genotipine sahip mandalarin siit verimi ortalamasinin CC genotipine sahip mandalardan

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Schennink vd. (2009), Holstayn irki sigirlarin STAT5A genindeki polimorfizmler ile siit
verimi ve siit yag1 kompozisyonu arasindaki iligkiyi belirlemek ig¢in yaptiklar
calismada, STAT5A ¢.9501G>A polimorfizminin siit verimi ve siit yagi

kompozisyonunu etkiledigini bulmuslardir.

Kale ve Yadav (2012), Murrah mandalarinda STAT5A genindeki polimorfizmleri
belirlemek i¢in yaptiklar1 bir ¢alismada 7. ekzonda tespit ettikleri SNP’nin 305 giinliik
stit verimi iizerine etkisinin 6nemli (P < 0,05) oldugunu bildirmislerdir. Anadolu

Mandalarinda yapilan bu c¢alismada 7. ekzonda herhangi bir polimorfizm tespit
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edilememis, ancak 8. ekzonda tespit edilen polimorfizmin siit verimini 6nemli dl¢iide (P

< 0,01) etkiledigi bulunmustur.

Ouerghi vd. (2017), 120 bas siit¢ii sigirda yapmis olduklar1 ¢alismada, STATS5A geninin
7. ve 9. intronlar1 arasindaki 820 bp'lik bolgedeki SNP12195 arastirmislardir.
Calismalarinda, CC genotipindeki ineklerin GG ve GC genotipindeki ineklere kiyasla %
8-9 daha fazla embriyolarinin hayatta kalma ve fertilizasyon oranina sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Oner vd. (2017) 160 Holstein diivede yaptiklar1 bir ¢alismada STATSA genindeki
polimorfizmler ile fertilite arasindaki iliskiyi incelemislerdir. STATSA geninin 8.
ekzonundaki SNP’nin sigirlarda fertilite iizerine etkisinin oldugunu ancak istatistiki
olarak 6nemli olmadigini bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada Anadolu Mandalarinda
yapilan bu calismada ise STATSA geninin 8. ekzonda belirledigimiz SNP12237 ile siit

verimi arasindaki iliski 6nemli bulunmustur.

Selvaggi vd. (2017) Ageroles irki sigirlarda yaptiklari ¢alismada STATSA genindeki
polimorfizm ile siit kompozisyonu arasindaki iligkiyi incelemislerdir. TC genotipli
ineklerle karsilastirildiginda, TT genotipine sahip ineklerin siitlerinin daha yiiksek yag
Ve protein igerigine sahip oldugunu tespit etmislerdir. Khatib vd. (2009) sigirlarda
STATS5A geninin 8. ekzonundaki tek bir niikleotid polimorfizminin (SNP12195 G>C)
slit proteini ve yag yilizdesini etkiledigini bildirmistir. Ayrica, bu SNP’nin déllenme ve
embriyonun hayatta kalma oranina da etkisinin oldugunu belirlemislerdir. Anadolu
Mandalarinda SNP 12237 de CT genotipine sahip manda ineklerinin CC
genotipindekilere oranla daha fazla siit verdikleri bulunmustur. Bu arastirmada TT

genotipindeki hayvanlara rastlanmamustir.

Li vd. (2018) manda STATSA geninin ekspresyon seviyeleri iizerine bir ¢alisma
yapmiglardir. Bu calismada STATSA geninin azalan ekspresyonunun siit proteini
genlerinin ekspresyonunu 6nemli Olgiide inhibe ettigini, STATSA geninin asir1
ekspresyonunun siit proteini genlerinin ekspresyonunu arttirdigini tespit etmislerdir.

Calisma sonucunda STATSA geninin ekspresyon seviyelerinin, manda meme epitel
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hiicreleri iizerinden siit proteini gen ekspresyonunu ve hiicre dongiisii gegisini,
dolayisiyla hiicre proliferasyonunu ve laktasyonunu etkileyebilecegi sonucuna

varmiglardir.

Coizet vd. (2018), 491 bas Italyan manda ineginde yaptiklari galismada STATS5A
genindeki polimorfizmler ile siit verimi arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Yaptiklar
calismada ii¢ tane intron ve bir tane ekzonda SNP belirlemislerdir. Bu SNP’lerden
8.intronda bulunan STAT5A c989+344°de TT genotipindeki hayvanlarin siit protein
yiizdesinin TC ve CC genotipindekilere oranla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Bu ¢aligmada, Anadolu mandalarinda bulunan SNP’ler ile siit protein yiizdesi arasindaki
iliskiye bakilmamistir. Ancak, 8. introndan belirlenen yedi SNP ile siit verimi arasinda

ilski bulunamamustir.

Abousoliman vd. (2020), Misir Barki koyunlarinda yaptiklari aragtirmada STATS5A
(rs161082816) polimorfizinin siit verimi ve bilesenleri ilizerine Onemli etkisinin
oldugunu bildirmislerdir. STAT5A geninin 11 ekzonundaki SNP rs161082816’de, AA
genotipindeki koyunlarin GG ve AG genotipindekilere oranla daha fazla laktoz

yiizdesine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Kiyicr vd. (2018), Kayseri ilinde yetistirilen 167 bas Holstayn inek lizerinde yaptiklar
bir ¢alismada STATS5A geninin 7. ekzon tizerinde bulunan ve Aval polimorfizmi olarak
adlandirdiklar1 bir SNP belirlemislerdir. Ancak, bu SNP ile siit verimi ve siit
kompozisyonu arasinda bir iliski bulamamislardir. Yapmis olduklar1 baska bir
calisgmada (Kiyici vd., 2020) STAT5A-Aval polimorfizmi ile somatik hiicre sayisi
arasinda anlamli bir iligki olmadigini, ancak TT genotipine sahip ineklerde mastitise
duyarliligin arttigini bildirmislerdir. Al-Azzawi vd. (2020), Irak' da yetistirilen 50 bas
Holstein ineginde STATS5A geninin 7. ekzonundaki iki mutasyon (C12483T ve
C12471T) ile siit iretim oOzellikleri arasindaki iliskiyi belirlemeye caligsmislardir.
Bulunan bu iki SNP ile giinliik siit miktari, toplam siit verimi ve laktasyon dénemi
Ozelliklerinde anlamli  bir farkliliga yol a¢madigini bildirmislerdir. Anadolu

mandalarinin STATS5A geninin 7. ekzonunda polimorfizm belirlenememis, ancak 7.
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intronunda 5 SNP bulunmustur. Bu SNP’ler ile siit verimi arasinda bir iligki ortaya

konulamamastir.

Regalado vd. (2020), Meksika'da yetistirilen Holstayn ki 112 bas siit ineginde
yaptiklar1 ¢aligmada STATSA genindeki polimorfizmlerle iireme parametreleri
arasindaki iliskiyi aragtirmiglardir. STATSA geninde belirledikleri bir SNP ile iireme

parametreleri arasinda iligki bulamadiklarini bildirmislerdir.

Ibis ve Erdogan (2019), 96 bas Anadolu mandas1 malag: iizerinde yapmis olduklari
arastirmada STATSA geninin 6. intronunda bir, 7. intronunda bes, 8. intronunda ii¢ ve
8. ekzonda 1 olmak tizere 10 adet SNP tespit etmislerdir. Anadolu mandasi ineklerinde
yapilan mevcut ¢alismada ise 7. intronda bes, 8. intronda yedi ve 8. ekzonda bir adet
olmak iizere toplamda 13 adet polimorfizm tespit edilmistir. Tespit edilen bu

SNP’lerden 8. ekzonda T alleli tasiyan hayvanlarin daha fazla siit verdigi bulunmustur.

Daldaban vd. (2020), Anadolu mandalarinda et ve siit veriminin artirilmasi siirecinde
belirtec olarak kullanilabilecek potansiyele sahip MYF-5 ve STATSA gen
polimorfizmlerini aragtirmiglardir. Arastirmalarinda 120 bas Anadolu mandasi
kullanmiglar ve STAT5A-Aval polimorfizmi agisindan tiim hayvanlarin CC genotipinde

oldugunu bildirmislerdir.

Naveed vd. (2021), Pakistan'da Nili Ravi mandalar iizerinde yaptiklar1 g¢alismada
STAT5A geninde alt1 tanesi intronda, {i¢ tanesi ekzonda olmak iizere toplam 9 SNP
belirlemislerdir. Bu polimorfizmlerden 5. ekzondaki G—A (AGT>AAT), Serin'den (S)
Asparagin'e (N) bir aminoasit degisimine neden oldugunu bildirmisler, ancak siit verimi
ile iliskisini aragtirmamiglardir. Anadolu mandalarinda 5. ekzon c¢alisiilmamistir, ancak
8. ekzondaki SNP12237°de T alleli tasiyan mandalarin siit verimlerinin diger alleli

homozigot tagityanlara oranla daha fazla (P<0,01) siit verdikleri belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Saglikli, dengeli ve dogal beslenmenin 6nem kazandigi gilinlimiizde manda siitii ve
iriinlerine talep her gecen giin artmaktadir. Tiirkiye cografi kosullar1 nedeniyle Anadolu
mandalarinin yetistirilmesi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Yetistirme yapilirken
1slah ¢alismalarinin yapilmasinin ve genetik belirteclerin kullanilmasinin mandalarda
slit verimini artirarak iilke ekonomisine katki saglayacag: diisiiniilmektedir. Bu genetik
belirtecler arasinda Ozellikle siit veriminde ve biliylimede etkili olan, siit protein

genlerine sinyal iletimi diizenleyen STAT5A, PRLR ve GHR 6n plana ¢ikmaktadir.

Farkli hayvanlar lizerinde yapilan ¢alismalarda STATSA geninin farkli bolgelerinde
tespit edilen polimorfik bolgelerin basta siit verimi olmak iizere, embriyonik yasam
sliresi, dollenme, meme bezi gelisimi gibi 6nemli olaylarda rol aldigi bildirilmistir.
Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii olmasi nedeniyle prolaktin diginda da

birgok genin ekspresyon mekanizmasinda etkili olmas1 muhtemel olarak goriilmektedir.

Bu ¢alismada, 192 bas Anadolu mandasi ineginde STAT5A geninin 6-9. ekzonlari
arasinda kalan 1720 bp’lik bolge galisilmis ve 12 tanesi intron bolgelerinde, 1 tanesi de
8. ekzonda olmak tizere toplamda 13 SNP belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda intron bdlgelerinde bulunan polimorfik bolgelerin siit verimiyle arasinda
anlamli bir iliski olmadig tespit edilmistir. Ancak, 8. ekzonda yer alan SNP12237 C>T
st verimini onemli Olgiide etkilemektedir. Bu SNP daha fazla sayida hayvanda

aragtirilarak siit verimini artirmak amaciyla mandalarin 1slahinda kullanilabilir.

Sonug olarak, STATSA geni meme bezi gelisimini ve prolaktin salinimini etkiledigi i¢in
ozellikle siit veriminde 6nemli etkilerinin oldugu distiniilmektedir. Ancak, mandalarda
STAT5A geninin incelendigi ¢alisma sayist oldukg¢a az sayidadir. Meme bezi gelisimi,
sit proteini sentezi, meme glandiiler hiicre proliferasyonu ve siit-protein gen
ekspresyonunun diizenlenmesi, PRL ve GH sinyallerine aracilik etmeleri, déllenme ve
embriyonik gelisim siireglerinde 6nemli etlikeri nedeniyle STAT5 geninin mandalarda
daha kapsamli arastirilmasina ve bulunan SNP’lerin verimlerle iliskilendirilerek manda

1slahinda kullanilmasinin faydali olacagi kanisina varilmstir.
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